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1 
1 UVOD 
 
Vedno pogosteje in skoraj že na vsakem koraku opažamo opozorila o iztekanju dobe 
antibiotikov. Skozi leta so mikroorganizmi, in med njimi tudi nekateri potencialno nevarni 
za človeka, razvili mehanizme odpornosti na protimikrobna sredstva oz. so se nanje na 
različne načine prilagodili.  
 
O odpornosti mikroorganizmov na antibiotike se govori vse od odkritja penicilina naprej. Z 
upravičeno ali neupravičeno masovno uporabo antibiotikov pa se je sčasoma povečevala tudi 
odpornost mikroorganizmov nanje, bodisi komercialnih, zoonotskih ali patogenih bakterij. 
Po podatkih Evropskega centra za nadzor in preprečevanje bolezni (ECDC, ang. European 
Centre for Disease Control and Prevention) in Evropske agencije za zdravila (EMA, ang. 
European Medicines Agency) v Evropi vsako leto zaradi infekcij, ki jih povzročajo na 
antibiotike odporne bakterije, zboli okoli 400.000 ljudi, od katerih imamo kar 25.000 smrtnih 
primerov (ECDC, 2009).  
 
Kot protimikrobno sredstvo opredelimo vse snovi, ki pobijejo bakterije ali zavrejo njihovo 
rast in razmnoževanje. Antibiotiki pa so naravna protimikrobna sredstva, ki jih proizvajajo 
glive ali bakterije. Poleg naravnih komponent obstajajo tudi sintetična protimikrobna 
sredstva ali kemoterapevtiki (Butaye in sod., 2015). Zaradi vedno večje odpornosti 
mikroorganizmov na obstoječe antibiotike je zanimiva uporaba protimikrobnih učinkovin, 
ki jih lahko izoliramo iz rastlin. Poleg uporabe v zdravstvene namene so rastlinski izvlečki 
zanimivi tudi s stališča nadomeščanja sintetičnih konzervansov v živilih. 
 
1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
V diplomski nalogi smo želeli preveriti protimikrobno delovanje etanolnih izvlečkov cvetov, 
listov in stebel rastline Anaphalis margaritacea na bakterijski sev Campylobacter jejuni 
NCTC 11168 in preveriti, kako dodatki rastlinskih izvlečkov različnih delov rastline vplivajo 
na membranske izlivne črpalke seva C. jejuni NCTC 11168.  
 
Predvidevamo, da cvetovi in listi rastline vsebujejo širši spekter in večjo količino fenolnih 
spojin, posledično pa imajo etanolni izvlečki cvetov in listov boljši protimikrobni učinek ali 
vpliv na izlivne črpalke kot etanolni izvleček stebel. Da bi preverili ali hipoteza drži, smo 
pri vseh analizah primerjali delovanje etanolnega izvlečka cvetov, listov in stebel izbrane 
rastline.  
 
Cilji diplomske naloge: 
- priprava etanolnih izvlečkov različnih delov rastline A. margaritacea in 
identifikacija spojin v izvlečkih, 
- določitev protimikrobnega učinka etanolnih izvlečkov na bakterijski sev C. jejuni 
NCTC 11168 (določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) in 
minimalne bakteriocidne koncentracije (MBK)), 
- ugotavljanje vpliva rastlinskih izvlečkov na membranske izlivne črpalke 
bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168,  
- primerjava protimikrobnega učinka etanolnega izvlečka cvetov, listov in stebel.  
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2 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RASTLINA Anaphalis margaritacea 
 
2.1.1 Sistematika in botanični opis 
 
Preglednica 1: Znanstvena klasifikacija rastline A. margaritacea (Botanični vrt, 2018). 
 
Kraljestvo 
Deblo 
Razred 
Red 
Družina 
Rod 
Vrsta 
Plantae (rastline) 
Magnoliophyta 
Magnoliopsida 
Asterales 
Asteraceae (nebinovke) 
Anaphalis 
Anaphalis margaritacea 
 
Družino Asteraceae, slovensko nebinovke, sestavlja okoli 100 vrst trajnic, ki so razširjene 
po večini območja severnega zmerno toplega pasu in na višjih nadmorskih višinah v tropih. 
V višino zrastejo od 15 do 75 cm, odvisno od vrste (Cheers, 2004). Rastlinam je skupno, da 
imajo liste in stebla pokrita z nežnimi belo-sivimi dlačicami. Listi so preproste oblike, ravni 
ali v obliki kopja, in se brez peclja pripenjajo na steblo. Lahko jih razlikujemo od ostalih 
družin, saj imajo značilna socvetja, cvetne glavice so gosto skupaj (Cheers, 2003).   
 
Rastlino Anaphalis margaritacea (slika 1, 3) po podatkih Botaničnega vrta Univerze v 
Ljubljani poznamo tudi pod imenom mačje tačke (Botanični vrt, 2018). V literaturi pa jo 
najdemo tudi pod imenom: »Western pearly everlasting« (Archibald, 2006).  
 
Spada med zelene trajnice in v višino zraste od 60 do 75 cm, v širino pa vse do 60 cm 
(Cheers, 2004). Razširjena je predvsem v severnem zmerno toplem pasu. Listi rastline so 
sivo-zelene barve in so poraščeni z belimi dlačicami. Cvetovi so združeni v gosta socvetja 
majhnih cvetnih glavic, ki imajo rumeno središče in so obdane z belimi ovršnimi listi 
(Cheers, 2003).  Ko se rastlina A. margaritacea razraste na določenem območju, lahko zavira 
širjenje plevela (Archibald, 2006). Rastlino uporabljajo lokalni prebivalci jugozahodne 
Kitajske kot zdravilo za kašelj, težave z dihali, prehlad in revmatizem (Ren in sod., 2009).  
 
2.2 PROTIMIKROBNO DELOVANJE RASTLINSKIH IZVLEČKOV 
 
Rastline se na mehanske poškodbe in mikrobne okužbe odzovejo s sintezo sekundarnih 
metabolitov, med katerimi je največ fenolnih spojin in njihovih derivatov (Botić in sod., 
2009). Fenolne spojine nastajajo v mikroorganizmih in rastlinah. Pri slednjih so pomembne 
za rast in reprodukcijo, nudijo zaščito pred stresnimi dejavniki iz okolja (UV, mikrobi, 
insekti), imajo učinek vizualnih markerjev, pripisujejo pa jim tudi farmakološke učinke 
(protivirusno, protimikrobno, protivnetno in protitumorno delovanje) (Abramovič, 2011).  
 
2.2.1 Fenolne spojine 
 
Fenolne spojine so zgrajene iz aromatskega obroča z eno ali več hidroksilnimi skupinami. 
Glede na število ogljikovih atomov jih delimo na enostavne fenole (C6), fenolne kisline 
Slika 1: A. margaritacea (SSBM, 2018). 
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(C6C1), fenilocetne kisline (C6C2), hidroksicimetne kisline, fenilpropene, kumarine, 
izokumarine, kromone (C6C3), naftokinone (C6C4), ksantone (C6C1C6), stilbene, 
antraktinone (C6C2C6), flavonoide (C6C3C6), lignane, neolignane ((C6C3)2), biflavonoide 
((C6C3C6)2), melanine ((C6)n), lignine ((C6C3)n) in kondenzirane tanine ((C6C3C6)n) (Abram 
in Simčič, 1997). Flavonoidi predstavljajo največjo skupino. Njihova molekula je 
sestavljena iz dveh aromatskih obročev, ki ju povezuje heterociklični obroč. Glede na 
strukturo heterocikličnega obroča razdelimo flavonoide v skupine (flavani, flavanoni ali 
katehini, izoflavanoni, flavoni, flavonoli, izoflavoni, halkoni in antocianidi). V naravi so 
fenolne spojine večinoma povezane z monosaharidi, disaharidi ali trisaharidi v glikozide, le 
v manjši meri jih najdemo v prosti obliki (Abramovič, 2011). 
 
Pridobivanje izvlečkov fenolnih spojin v grobem vključuje ekstrakcijo, čiščenje izvlečkov 
in identifikacijo spojin. Če jih pripravljamo v raziskovalne namene, jim določamo kemijsko 
sestavo in testiramo učinkovitost, lahko kot ekstrakcijska topila uporabimo vodo, zmes vode 
in metanola, metanol, zmes vode in etanola, etanol ter etil acetat. Če želimo rastlinske 
izvlečke aplicirati v hrano, pa uporabljamo predvsem vodo in etanol (Abramovič, 2011).  
 
Predhodne kemijske raziskave rastline A. margaritacea so odkrile flavonoide (Wollenweber 
in sod., 1993), diterpene in hidroksilaktone kot aktivne komponente rastline, ki so imele 
protimikrobno učinkovitost (Ahmed in sod., 2004). 
 
2.3 ZNAČILNOSTI RODU Campylobacter 
 
Rod bakterij Campylobacter vključuje 18 vrst in 6 podvrst. Bakterije rodu Campylobacter 
so Gram negativne, spiralne paličice. So mikroaerofilne bakterije in najbolje uspevajo v 
atmosferi z zmanjšano količino kisika (5-10 %). Optimalna temperatura za rast je med 37 in 
42 °C, pod 30 °C se ne razmnožujejo, po drugi strani pa so tudi zelo občutljive na višje 
temperature. Gibljivost jim omogoča polarna flageliranost celic (Adamič in sod., 2003).  
 
Glede na optimalno temperaturo za rast in razmnoževanje vidimo, da se bakterije rodu 
Campylobacter načeloma ne razmnožujejo v živilih (Adamič in sod., 2003; Smole Možina 
in sod., 2011). Njihov naravni življenjski prostor je črevesje perutnine in drugih klavnih 
živali. Najpomembnejši vrsti, ki povzročata črevesne okužbe sta C. jejuni in C. coli. Problem 
predstavlja njihova izjemna infektivnost, saj že nizko število celic lahko povzroči okužbo 
(Adamič in sod., 2003).  
 
C. jejuni je najpomembnejši povzročitelj kampilobakterioze pri človeku, na drugem mestu 
je C. coli. Ta bakterija ne preživi toplotne obdelave, za okužbo je problematična predvsem 
navzkrižna kontaminacija in prenos bakterije na človeka preko okužene hrane, predvsem 
perutnine, svinjine, surovih lupinarjev ali kontaminiranih voda (Madigan in sod., 2009). Pri 
človeku kampilobakterioza povzroča drisko, lahko tudi krvavo drisko, bruhanje, trebušne 
krče (Adamič in sod., 2003), visoko vročino, glavobol in slabost (Madigan in sod., 2009).  
 
2.3.1 Odpornost bakterij vrste Campylobacter jejuni 
 
Bakterije vrste C. jejuni so sicer normalno prisotne v črevesju perutnine, predvsem piščancev 
in puranov. Te bakterije so načeloma občutljive na želodčno kislino, zato je za okužbo 
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potrebna koncentracija celic okoli 104. Koncentracijo celic, potrebnih za okužbo, pa lahko 
izrazito zmanjša neposredno zaužitje patogena s hrano ali jemanje zdravil, ki znižujejo raven 
želodčne kisline, v tem primeru že okoli 500 bakterijskih celic lahko povzroči okužbo 
(Madigan in sod., 2009).  
 
Zelo resni so primeri okužbe z bakterijo C. jejuni pri dojenčkih. Za preprečevanje okužb je 
predvsem pomembna ustrezna osebna higiena, ločevanje surovega perutninskega mesa in 
pripomočkov, ki so prišli v stik s surovim mesom, od ostalih živil za preprečevanje 
navzkrižne kontaminacije (uporaba ločenih desk, nožev) ter ustrezna toplotna obdelava mesa 
(Madigan in sod., 2009).  
 
Glede na specifične pogoje za rast in razmnoževanje bakterij (predvsem potreba po 
mikroaerofilni atmosferi) vrste C. jejuni in dejstvo, da se te bakterije le redko prenašajo iz 
človeka na človeka, se mnogi sprašujejo, kako so lahko bakterije s tako specifičnimi 
zahtevami za rast in razmnoževanje tako pomembni povzročitelji s hrano prenosljivih 
bolezni (Solomon in Hoover, 1999). Leta 1996 so Chart in sod. (1996) predstavili idejo o 
obstoju polisaharidne kapsule, ki bakterijam omogoča lažje preživetje v manj ugodnih 
razmerah. Genetski dokaz o tvorbi polisaharidne kapsule pa so dobili leta 1999 s 
sekvenciranjem genoma bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168 (Parkhill in sod., 2000). 
Kapsulni ovoj iz izvenceličnih polisaharidov bakterije ščiti pred izsušitvijo in omogoča 
nastanek biofilma, ki celicam nudi dodatno zaščito pred dejavniki iz okolja (Roberson in 
Firestone, 1992). 
 
Poleg zaščitnega ovoja uporabljajo bakterije rodu Campylobacter še druge mehanizme za 
pridobitev odpornosti na protimikrobna sredstva, podobne kot ostale Gram negative 
bakterije. Najpogostejše protimikrobne učinkovine (antibiotiki), ki so povezane s 
pridobljeno odpornostjo bakterij rodu Campylobacter, so fluorokinoloni, makrolidi, 
tetraciklini, aminoglikozidi in betalaktami (Ge in sod., 2013). Antibiotiki na bakterijske 
celice delujejo bakteriocidno (jih pobijejo) ali pa zgolj zaviralno. Obstajajo 4 glavni 
mehanizmi odpornosti na protimikrobna sredstva: (1) iztok antibiotika iz celice, (2) 
sprememba ali uničenje antibiotika, (3) sprememba ciljnega mesta delovanja antibiotika in 
(4) varovanje ciljnega mesta delovanja antibiotika (Davies, 1994). Trije najpomembnejši 
mehanizmi odpornosti bakterij vrste Campylobacter pa so: (1) sinteza encimov (npr. 
betalaktamaz), ki spremenijo ali uničijo antibiotik, (2) sprememba ali varovanje ciljnega 
mesta delovanja antibiotika (npr. sinteza zaščitne beljakovine Tet(O)) in (3) aktivno 
izčrpavanje antibiotikov iz celic preko izlivnih črpalk (npr. CmeABC) (Lin in sod., 2005a).  
 
Fluorokinoloni povzročijo smrt celice preko vezave na determinirajočo regijo za odpornost 
na kinolon v genu za DNK girazo, gyrA. S tem vplivajo na zvitje DNK ter zmanjšano 
transkripcijo, ki vodi v propad celice (Wang in sod., 1993; Han in sod., 2012). Mutacije v 
tej regiji vplivajo na povečano odpornost bakterij. Drugi mehanizem odpornosti 
predstavljajo membranske izlivne črpalke. Med vsemi poznanimi je najbolj raziskana izlivna 
črpalka CmeABC, ki igra pomembno vlogo pri toleranci in transportu fiziološko pomembnih 
komponent, kot tudi pri odpornosti na fluorokinolone (Luo in sod., 2003.  
 
Makrolidi zaustavijo sintezo beljakovin preko reverzibilne vezave na 50S podenoto 70S 
ribosoma in hidrolize peptidil tRNK, kar ustavi proces sinteze beljakovin (Nakajima, 1999). 
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Tudi v tem primeru pomembno vlogo v pridobljeni odpornosti bakterij igra izlivna črpalka 
CmeABC preko povečanega transporta makrolidov iz celice, kar posledično zahteva višje 
koncentracije protimikrobne snovi za inhibicijo rasti in razmnoževanja bakterij (Mamelli in 
sod., 2005).  
 
Tetraciklini prav tako zaustavijo sintezo beljakovin, in sicer se reverzibilno vežejo na 30S 
podenoto 70S ribosoma in še nekatere druge regije z manjšo afiniteto. Vezava na regijo z 
visoko afiniteto prepreči združitev aminoacil tRNK z A mestom ribosoma, kar prepreči 
sintezo beljakovin (Chopra in Roberts, 2001). Odpornost bakterij na tetraciklin je povezana 
s prisotnostjo gena tet(O), katerega beljakovina ima enako vezavno mesto kot tetraciklin 
(Epe in sod., 1987). Pri odstranitvi tetraciklina iz celice sodelujejo tudi membranske 
beljakovine, kot je Tet(A), ki črpajo tetraciklin iz celice (Chopra in Roberts, 2001).  
 
Aminoglikozidi na celice delujejo baktericidno preko vezave na 30S podenoto ribosoma, s 
čimer preprečijo prevod mRNK in sintezo beljakovin (Rossi in sod., 2015). Glavni 
mehanizmi odpornosti bakterij C. jejuni na to vrsto antibiotikov niso povsem pojasnjeni, 
geni za odpornost pa so najpogosteje locirani na plazmidih, ki se prenesejo iz enterokokov 
na bakterije vrste C. jejuni in C. coli (Quin in sod., 2012).  
 
Antibiotiki, ki spadajo v skupino betalaktamov, zavirajo delovanje encimov, ki katalizirajo 
izgradnjo bakterijske celične stene. Obstaja nekaj različnih mehanizmov odpornosti bakterij 
na betalaktamske antibiotike, najbolj proučevana je produkcija betalaktamaz (Rossi in sod., 
2015). Za odpornost bakterij rodu Campylobacter na ampicilin pa je odgovorna tudi izlivna 
črpalka CmeABC (Iovine, 2013).  
 
2.3.1.1 Pomen membranskih izlivnih črpalk 
 
Kot mnogo drugih tudi bakterije rodu Campylobacter postajajo vedno bolj odporne na 
različne protimikrobne snovi. Kot osnovni mehanizem za razvoj odpornosti pomembno 
vlogo igrajo membranske izlivne črpalke. Na podlagi sekvenciranja genoma seva C. jejuni 
NCTC 11168 so ugotovili, da bakterije rodu Campylobacter vsebujejo 13 domnevno 
multifunkcijski izlivnih črpalk, katerih večina še vedno ni dobro raziskana. Imajo pa 
najverjetneje pomembno vlogo pri uravnavanju fizioloških potreb bakterij, kot tudi pri 
razvoju odpornosti. Bakterijske izlivne črpalke se razlikujejo v velikosti, strukturi in viru 
energije, ki ga uporabljajo za delovanje (Putman in sod., 2000). Do danes je najbolj raziskana 
energijsko odvisna izlivna črpalka CmeABC (ATP-binding cassette), ki igra pomembno 
vlogo pri odpornosti bakterij rodu Campylobacter na protimikrobna sredstva (Lin in sod., 
2005a). Za izločanje protimikrobnih snovi iz celic membranska črpalka CmeABC uporablja 
prosto energijo, ki se sprosti po hidrolizi ATP (Putman in sod., 2000).  
 
Membranska izlivna črpalka CmeABC je kodirana s strani tri-genskega operona in je 
sestavljena iz membranske fuzijske beljakovine, ki jo kodira gen cmeA, notranjega 
membranskega prenašalca, ki ga kodira cmeB, in zunanje membranske beljakovine, ki jo 
kodira cmeC (Lin in sod., 2002). Delovanje izlivne črpalke CmeABC je regulirano s strani 
transkripcijskega regulatorja CmeR (Guo in sod., 2008). Pri bakteriji vrste C. jejuni CmeR 
omogoča uravnoteženo produkcijo CmeABC membranskega kanala skladno s fiziološkimi 
potrebami (Lin in sod., 2005b). 
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4.1 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK DELA 
 
 
 
  
nabiranje rastline A. margaritacea 
sušenje rastline 
ločevanje cvetov, listov in stebel 
priprava etanolnih izvlečkov cvetov, listov in stebel  UHPLC-PDA-ESI-MS in 
kemijska identifikacija spojin v 
etanolnih izvlečkih 
revitalizacija seva C. jejuni NCTC 11168 
priprava inokuluma (OD600 = 0,1) 
preverjanje števila celic v inokulumu 
priprava založnih raztopin rastlinskih 
inhibitorjev 
priprava raztopine resazurina 
1 
2 
2.1 
3 
3.1 
4 
3.4 
3.2 
določanje MIK določanje MBK 
3.2.1 
3.3 
priprava mikrotitrske ploščice 3.5 
nacepljanje 10 µL iz mikrotitrske ploščice 
za določanje MIK na MHA 
vizualno določanje MBK 
test kopičenja EtBr v celicah 5 
revitalizacija seva C. jejuni NCTC 11168 
4 urna inkubacija na temperaturi 42 °C 
priprava inokuluma (OD600 = 0,2) 
priprava založnih raztopin rastlinskih 
inhibitorjev 
priprava raztopine EtBr 
5.1 
5.2 
5.3 
spektrofluorometrično določanje količine EtBr 
celicah 
spektrofluorometrično določanje 
MIK 
4.2 
3.6 
5.1.1 
5.1.2 
5.4 
Slika 2: Postopek eksperimentalnega dela. 
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3.2 MATERIAL 
 
Etanolne izvlečke rastline A. margaritacea smo pripravili na Inštitutu za farmacevtske vede 
na Oddelku za farmakognozijo Univerze v Gradcu, Avstrija in tam naredili tudi kemijsko 
analizo spojin v etanolnem izvlečku cvetov, listov in stebel.  
 
Vse nadaljnje analize so bile narejene v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo na Katedri 
za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Oddelku za živilstvo Biotehniške 
fakultete Univerze v Ljubljani. Postopek eksperimentalnega dela je prikazan na sliki 2.  
 
3.2.1 Laboratorijska oprema in naprave 
 
V preglednici 2 so navedene naprave, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu poleg 
druge laboratorijske opreme, kot so rokavice, stojalo za epruvete, stojalo za odpadke, 
štoparica, brisi, filter papir, plastične cepilne zanke, epice, steklene viale, kivete, lij, 
erlenmajerice, steklene bučke z obrusom, pribor za tehtanje, anaerobni lonec, grelnik, 
magnetno mešalo, petrijeve plošče, črne in prozorne mikrotitrske ploščice, avtomatske 
pipete z nastavki, plinski gorilnik in plinska jeklenka z mešanico plinov.  
 
Preglednica 2: Seznam naprav, ki smo jih uporabljali pri delu. 
 
Naprave Proizvajalec  
Analitska tehtnica Sartorius Analytic, Nemčija 
Avtoklav Sutjeska, Srbija 
Brezprašna komora Iskra, Slovenija 
Centrifuga Sigma, Nemčija 
Čitalec mikrotitrskih plošč Tecan Trading, Švica 
Hladilnik Zanussi, Japonska 
Inkubator Kambič, Slovenija 
Mlinček IKA, Belgija 
Rotavapor Heidolph, Nemčija 
Spektrofotometer  Thermo Scientific, ZDA 
Ultrazvočna kopel HAAKE, Nemčija 
Varioskan LUX čitalec mikrotitrskih plošč  Thermo Scientific, ZDA 
Vorteksno mešalo IKA, Belgija 
Zamrzovalnik (-20 °C) LHT, Slovenija 
Zamrzovalnik (-80 °C) Heto Ultra Freeze, Kanada 
 
3.2.2 Rastlinski material  
 
Etanolne izvlečke cvetov, listov in stebel smo pripravili iz posušenih rastlin A. margaritacea, 
nabranih na Kozjem vrhu, Slovenija (slika 3). Rastline so bile posušene v senčnem in 
zračnem prostoru na sobni temperaturi.  
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Slika 3: Rastlina A. margaritacea, ki smo jo uporabili pri analizah, v cvetju (foto: Smole Možina, 2017). 
 
3.2.3 Mikroorganizem 
 
Pri vseh poskusih smo uporabili referenčni sev C. jejuni NCTC 11168. 
 
3.2.4 Mikrobiološka gojišča 
 
Za analize smo uporabljali trdi gojišči Karmali in MHA ter tekoče gojišče MHB  
(preglednica 3). Vsa gojišča smo pripravili kot predpisuje proizvajalec in jih pred nadaljnjim 
delom avtoklavirali 15 minut na temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar. Gojišča smo po 
sterilizaciji do uporabe hranili na temperaturi hladilnika pri 4 °C.  
 
Preglednica 3: Mikrobiološka gojišča, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu. 
 
Gojišče Proizvajalec Referenčna številka 
Trdo gojišče Karmali Oxoid CM0935 
Trdo gojišče MHA Oxoid CM0337 
Tekoče gojišče MHB Oxoid CM0405 
 
3.2.4.1 Trdo gojišče Karmali 
 
Trdo gojišče za bakterije Campylobacter (Karmali) smo uporabili pri revitalizaciji v 
postopku oživitve bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168. Po sterilizaciji smo gojišče 
ohladili na temperaturo 45 °C in ga v aseptični komori razlili v sterilne petrijevke ter pustili, 
da se strdi.   
 
To gojišče je selektivno za rast bakterij vrste C. jejuni in C. coli pri inkubaciji na temperaturi 
42 °C. Sestavine gojišča so Columbia agarska osnova, aktivno oglje in hemin. Selektivni 
dodatki v gojišču so protimikrobna snov (antibiotik) cefoperazon, zaviralec rastli plesni in 
kvasovk cikloheksimid, zaviralec rasti Gram pozitivnih bakterij vankomicin in natrijev 
piruvat za boljšo rast bakterij vrste C. jejuni in C. coli.  Po 24-urni mikroaerofilni inkubaciji 
na temperaturi 42 °C so kolonije bakterij vrste C. jejuni na gojišču Karmali značilne sive 
barve, vlažne in okrogle oblike.  
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3.2.4.2 Trdo gojišče MHA 
 
Trdo gojišče za bakterije Campylobacter (MHA) smo uporabili za precepljanje bakterij vrste 
C. jejuni, preverjanje števila celic v inokulumu in določanje MBK. Po sterilizaciji smo 
gojišče ohladili na temperaturo 45 °C in ga v aseptični komori razlili v sterilne petrijevke ter 
pustili, da se strdi. Sestavine gojišča so dehidrirana infuzija govedine, hidrolizat kazeina, 
škrob, agar, Ca2+ in Mg2+. Po 24-urni mikroaerofilni inkubaciji na temperaturi 42 °C so 
kolonije bakterij vrste C. jejuni na gojišču MHA rumene barve in okrogle oblike.  
 
3.2.4.3 Tekoče gojišče MHB 
 
Tekoče gojišče MHB smo uporabili za pripravo inokuluma ter kot negativno kontrolo pri 
določanju MIK in MBK. Po sterilizaciji smo gojišče ohladili in ga do uporabe hranili v 
steklenih posodah na temperaturi hladilnika pri 4 °C. Sestavine gojišča so dehidrirana 
infuzija govedine, hidrolizat kazeina, škrob, Ca2+ in Mg2+. Po 24-urni mikroaerofilni 
inkubaciji na temperaturi 42 °C se v gojišču pojavi motnost, ki je značilna za rast bakterij 
vrste C. jejuni.   
 
3.3 METODE 
 
3.3.1 Priprava etanolnih izvlečkov ločenih delov rastline Anaphalis margaritacea 
 
Po nabiranju in sušenju celih rastlin A. margaritacea smo najprej ločili cvetove, liste in 
stebla. Nadaljnji postopek priprave rastlinskih izvlečkov je prikazan na sliki 4. Ločene dele 
rastline smo zmleli v mlinčku in v erlenmajerice natehtali 30 g vsakega od njih. Potem smo 
zatehti dodali različne volumne 96 % etanola, kot je prikazano v preglednici 4 (prostornino 
dodanega etanola smo prilagodili tako, da se je rastlinski material med segrevanjem lahko 
primerno mešal). Sledilo je segrevanje na temperaturo vrelišča in nadaljnje segrevanje  
30 minut ob stalnem mešanju na magnetnem mešalu. Po segrevanju smo vzorce nekoliko 
ohladili in prefiltrirali skozi filter papir v stekleno bučko z obrusom.  
 
Dodani etanol smo odparili s pomočjo vakuumskega rotacijskega uparjevalnika 
(rotavaporja), pri čemer je bila temperatura vodne kopeli 40 °C, vakuum pa smo postopoma 
spuščali. Ko smo odparili ves etanol, smo stehtali preostanek v bučki. Mase etanolnih 
izvlečkov so zapisane v preglednici 4. Tako pripravljene etanolne izvlečke smo do uporabe 
hranili v hladilniku na temperaturi 4 °C.  
 
Preglednica 4: Mase etanolnega izvlečka posameznih delov rastline A. margaritacea, ki smo jih dobili po 
odparevanju 96 % etanola. 
 
Del rastline m rastlinskega 
materiala [g] 
V dodanega 96 % 
etanola [mL] 
m izvlečka [g] 
Cvetovi 30  800  3,79 
Listi 30  700 4,80 
Stebla 30  500  2,10 
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Slika 4: Priprava etanolnih izvlečkov rastline A. margaritacea (A: mletje stebel rastline A. margaritacea,  
B: ekstrakcija s segrevanjem rastlinskega materiala v etanolu ob stalnem mešanju, C: filtriranje rastlinskega 
materiala po ekstrakciji, D: filtrati cvetov, listov in stebel, E: odstranjevanje etanola z uporabo vakuumskega 
rotacijskega uparjevalnika, F: posušeni etanolni izvlečki cvetov, listov in stebel rastline A. margaritacea).  
 
3.3.2 Kemijska identifikacija spojin 
 
Kemijsko identifikacijo spojin smo naredili z UHPLC-PDA-ESI-MS analizo.  
 
Pri tem smo uporabili sistem Dionex Ultimate 3000 RSLC, ki je bil sklopljen z LTQ XL 
masnim spektrometrom z linearno ionsko pastjo (ang. Linear Ion Trap Mass Spectrometer) 
in opremljen z ESI ionskim izvorom. Ločba je potekala na Agilent Zorbax Rapid Resolution 
HD SB-C18 Threaded koloni, velikosti 100 × 2,1 mm, velikost delcev 1,8 µm. Izvedli smo 
kromatografsko metodo z gradientnim načinom spreminjanja mobilne faze z uporabo 0,1 % 
mravljične kisline v vodi (A) in acetonitrila (B). Začeli smo z 8 % B, povišali na 45 % B  
(0-9 minut; 9-13 minut) in potem na 100 % B (15-15,5 minut) ter končno iz 100 % B na  
8 %. Pretok mobilne faze je bil 0,39 mL/minuto. Temperatura kolone je bila 35 °C. Injicirali 
smo 2 µL vzorca. PDA UV detekcija je bila izvedena v območju od 190 do 500 nm. Masni 
spekter je bil posnet v negativnem in pozitivnem načinu v m/z območju od 50 do 2000 amu. 
A B C 
D E F 
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Pogoji masne spektrometrije so bili sledeči: napetost izvora 5,0 kV (ESI pozitivno), 3,5 kV 
(ESI negativno), temperatura kapilare 350 °C, temperatura izvora 350 °C, prenos nosilnega 
plina 40 arb in prenos pomožnega plina 10 arb.  
 
Vzorce smo za analizo pripravili z raztapljanjem 0,02 g izvlečka v 4 mL 96 % etanola  
(slika 5). Po centrifugiranju na 7000 RPM smo 1 mL raztopine prenesli v steklene viale.  
 
    
 
 
 
3.3.3 Določanje MIK in MBK 
 
3.3.3.1 Revitalizacija bakterijskega seva Campylobacter jejuni NCTC 11168 
 
Bakterijski sev C. jejuni NCTC 11168 (Laboratorij za živilsko mikrobiologijo, Biotehniška 
fakulteta, Univerza v Ljubljani) je bil shranjen v zamrzovalniku na temperaturi -80 °C. Za 
oživitev kulture smo uporabili selektivno gojišče Karmali, na katerega smo sev prenesli s 
cepilno zanko (cik-cak). Sledila je 24-urna inkubacija na temperaturi 42 °C v mikroaerofilni 
atmosferi (85 % N2, 10 % CO2 in 5 % O2). Potem smo značilne kolonije prenesli na trdo 
gojišče MHA in jih inkubirali čez vikend na temperaturi 37 °C v mikroaerofilni atmosferi.  
 
3.3.3.2 Priprava kulture za določanje MIK in MBK 
 
Za pripravo kulture smo uporabili kolonije, ki so preko konca tedna zrasle na gojišču MHA 
pri inkubaciji na temperaturi 37 °C v mikroaerofilni atmosferi. Kolonije smo z brisom 
pobrali s plošče in jih suspendirali v 5 mL tekočega gojišča MHB. Optično gostoto 
inokuluma smo umerili s pomočjo spektrofotometra čim bližje vrednosti OD600 = 0,1. Tako 
je naš inokulum vseboval približno 107 CFU/mL. Potem smo 0,1 mL inokuluma prenesli v 
10 mL tekočega gojišča MHB, tako da je naš inokulum vseboval približno 105 CFU/mL.   
 
3.3.3.2.1 Preverjanje števila celic v inokulumu 
 
Ker smo želeli preveriti, kakšno je dejansko število celic v inokulumu, smo naredili 
razredčitve inokuluma in na gojišče MHA prenesli 3-krat po 10 µL vsake razredčitve. 
Razredčitve smo pripravili kot je prikazano na sliki 6. V 4 epice smo odpipetirali po 900 µL 
fosfatnega pufra PBS. V prvo epico smo dodali 100 µL osnovnega inokuluma, premešali in 
naredili še 3 dodatne razredčitve v razmerju inokulum : PBS = 1 : 9 do končne razredčitve 
10-4. Iz vsake razredčitve smo prenesli po 10 µL na trdo gojišče MHA in po 24-urni 
inkubaciji na temperaturi 42 °C v mikroaerofilni atmosferi na gojišču dobili števno število 
kolonij pri razredčitvi 10-6 (slika 7). Prešteli smo povprečno število kolonij (33) in po enačbi 
(1) izračunali prvotno število celic v inokulumu, ki je 3,3 × 107 CFU/mL.  
Slika 5: Priprava raztopin etanolnih izvlečkov za kemijsko analizo spojin. 
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N =
np
R
                   … (1) 
 
N … število mikroorganizmov v vzorcu (CFU/mL) 
np … povprečno število kolonij 
R … razredčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
 
  
Slika 6: Ovrednotenje števila celic v inokulumu.  Slika 7: Razredčitev inokuluma. 
 
 
3.3.3.3 Priprava založnih raztopin rastlinskih inhibitorjev 
 
Etanolne izvlečke cvetov, listov in stebel smo zatehtali v epice in jih raztopili v ustreznem 
volumnu topila DMSO. Pripravili smo ustrezno višje koncentracije založnih raztopin  
(γ1 = 40000 µg/mL) glede na želeno prvo koncentracijo v mikrotitrski ploščici  
(1000 µg/mL). Po pripravi založnih raztopin izvlečkov, smo le-te 20-krat razredčili, saj smo 
po 50 µL prenesli v 950 µL MHB in tako pripravili delovno raztopino (γ2 = 2000 µg/mL).  
 
3.3.3.4 Priprava raztopine resazurina za določanje živosti celic 
 
Resazurin je fluorescentno barvilo modre barve, ki ga celice metabolizirajo v roza obarvani 
resorufin. Uporabili smo ga kot pokazatelja živosti celic pri določanju MIK. Pripravili smo 
ga tako, da smo zatehtali 2 mg menadiona in ga raztopili v 1,43 mL DMSO, potem pa še 
2,8 mg resazurina in ga raztopili v 1 mL destilirane vode. Raztopini resazurina in destilirane 
vode (1 mL) smo dodali 9 mL gojišča MHB in 1,1 mL raztopine menadiona v DMSO. Tako 
pripravljeno raztopino smo do porabe hranili na temperaturi -20 °C v zamrzovalniku.  
 
3.3.3.5 Priprava mikrotitrske ploščice ter določanje MIK in MBK 
 
V mikrotitrsko ploščico smo v vrstico A prenesli 3-krat po 100 µL delovne raztopine s 
koncentracijo γ2 = 2000 µg/mL. Potem smo naredili razredčitve, kot je prikazano na sliki 8 
in po dodatku 50 µL inokuluma (OD600 = 0,1) dobili sledeče koncentracije v mikrotitrski 
ploščici (1000 µg/mL, 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62,5 µg/mL, 31,3 µg/mL,  
Kunčič A. Protimikrobno delovanje etanolnega izvlečka … na bakterije vrste Campylobacter jejuni.  
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15,6 µg/mL do zadnje, najnižje koncentracije 7,8 µg/mL). Stolpca 10 in 11 sta vsebovala 
inokulum brez dodatka rastlinskih inhibitorjev in sta služila kot pozitivna kontrola (K+), 
stolpec 12 je vseboval tekoče gojišče MHB in je služil kot negativna kontrola (K-).  
Z razredčitvami založne raztopine smo zagotovili, da končna koncentracija topila DMSO ne 
presega 2,5 %, saj bi v višjih koncentracijah topilo lahko vplivalo na rast bakterij C. jejuni. 
Mikrotitrsko ploščico smo 24 ur inkubirali na temperaturi 42 °C v mikroaerofilni atmosferi, 
potem pa v vsako luknjico dodali po 10 µL raztopine resazurina in inkubirali mikroaerofilno 
na temperaturi 42 °C 4 ure. Na koncu smo s pomočjo spektrofluorometra (Varioskan LUX, 
Thermo Scientific) določili MIK. Fluorescenco (RFU) smo merili pri vzbujevalni valovni 
dolžini 560 nm in emisijski valovni dolžini 590 nm. Vrednost MIK predstavlja najnižja 
koncentracija, kjer je RFU dosegla vrednost negativne kontrole (gojišče MHB). 
 
MBK smo določili s preverjanjem živosti bakterij na agarski plošči. Za določitev MBK smo 
iz mikrotitrske ploščice, v kateri smo določali MIK pred dodatkom resazurina, iz vsake 
luknjice prenesli po 10 µL vzorca na kvadratno petrijevo ploščo s trdim gojiščem MHA in 
ploščo inkubirali 24 ur na temperaturi 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Vrednost MBK je 
tista koncentracija ekstrakta v mikrotitrski ploščici, ki je ubila bakterije, kar smo zaznali kot 
odsotnost kolonij na naknadno nacepljeni agarski ploščici.  
 
 
 
Slika 8: Mikrotitrska ploščica za določanje MIK in MBK. K+ (pozitivna kontrola), K- (negativna kontrola). 
 
3.3.4 Test kopičenja EtBr v celicah seva Campylobacter jejuni NCTC 11168 
 
3.3.4.1 Priprava kulture za določanje aktivnosti membranskih izlivnih črpalk 
 
Najprej smo enako kot je opisano pri metodi določanje MIK in MBK revitalizirali sev  
C. jejuni NCTC 11168.  
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Potem smo iz trdega gojišča MHA z brisom prenesli kolonije celic v 25 mL predhodno na 
37 °C ogretega tekočega gojišča MHB in umerili OD600 = 0,2. Inokulum smo dali v 
anaerobni lonec, ga prepihali z mešanico plinov in tako ustavili mikroaerofilno okolje ter 
inkubirali 4 ure na temperaturi 42 °C.  
 
Po inkubaciji smo inokulum centrifugirali 3-krat 5 minut na 6000 RPM. Vmes smo vsakič 
odlili supernatant in dodali 10 mL predhodno na 37 °C ogretega fosfatnega pufra PBS. Po 
zadnjem, tretjem centrifugiranju supernatanta nismo odlili, ampak smo inokulum 
resuspendirali ter umerili OD600 = 0,2.   
 
3.3.4.2 Priprava založnih raztopin rastlinskih inhibitorjev 
 
Koncentracije založnih raztopin smo določili glede na MIK in v nadaljevanju uporabili  
½ in ¼ koncentracije MIK. Založne raztopine rastlinskih izvlečkov so vsebovale 100-krat 
višjo koncentracijo od želene končne koncentracije v mikrotitrski ploščici.  
 
3.3.4.3 Priprava raztopine EtBr 
 
Raztopino smo pripravili tako, da smo 3,13 µL EtBr dodali 997 µL PBS.   
 
3.3.4.4 Spektrofluorometrično določanje količine EtBr v celicah 
 
Najprej smo vzeli 6 epic in v 3 prenesli po 10 µL pred pripravljenega rastlinskega inhibitorja 
izvlečkov cvetov, listov in stebel, v ostale 3 pa smo dali po 5 µL. Volumnu inhibitorja smo 
dodali inokulum, ki smo mu umerili OD600 = 0,2, do dopolnjenega 1 mL. Tako smo dosegli 
2 različni koncentraciji, in sicer ½ MIK in ¼ MIK. Mikrotitrsko ploščico smo označili in 
pripravili, kot je prikazano na sliki 9.  
 
V mikrotitrsko ploščico smo dali 3-krat po 100 µL mešanice inokuluma in rastlinskega 
inhibitorja v dveh različnih koncentracijah. Poleg tega smo nanesli tudi 3-krat po 100 µL 
inokuluma brez dodanega inhibitorja, kar nam služi kot pozitivna kontrola (K+) in 3-krat po 
100 µL fosfatnega pufra PBS, ki smo ga uporabili kot negativno kontrolo (K-).  
 
Tik pred merjenjem kinetike rasti smo v vse luknjice mikrotitrske ploščice dodali po  
3,13 µL raztopine EtBr in takoj začeli z meritvami. Meritev je trajala približno 45 minut 
vsakih 45 sekund pri ekscitacijski valovni dolžini 500 nm in emisijski valovni dolžini  
608 nm. Rezultat, kopičenje EtBr v celicah, smo zaznali kot povečanje fluorescentnega 
signala, ki ga merimo v relativnih fluorescentnih enotah, RFU (relative fluorescent units). 
 
 
 
Slika 9: Priprava mikrotitrske ploščice za določanje kopičenja EtBr v celicah. 
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4 REZULTATI  
 
4. 1 KEMIJSKA IDENTIFIKACIJA SPOJIN ETANOLNIH IZVLEČKOV 
 
Slika 10 prikazuje UV kromatograme pri valovni dolžini 260 nm, iz katerih smo razbrali 
retencijski čas in s pomočjo podatka o molski masi identificirali spojine v preglednici 5. 
 
 
 
Slika 10: UV kromatogrami UHPLC-PDA-ESI-MS analize cvetov, listov in stebel rastline A. margaritacea, s 
pomočjo katerih smo identificirali fenolne spojine v etanolnih izvlečkih. 
 
Preglednica 5: Fenolne spojine, ki smo jih identificirali v etanolnem izvlečku cvetov, listov in stebel. 
 
Kromatografski vrh Retencijski čas Spojina 
1 2,93 1-kafeoilkina kislina 
2 4,15 kvercetin-3-O-heksozid 
3 4,34 1,4-dikafeoilkina kislina (1,4-DCQA) 
4 4,48 1,5-dikafeoilkina kislina (1,5-DCQA) 
5 / 4,5-dikafeoilkina kislina (4,5-DCQA) 
6 5,14 kvercetin-3-O-[p-kumaroil]-glukozid 
7 5,50 tilirozid 
8 / kvercetin 
9 / apigenin 
10 6,32 4''-acetil tilirozid  
11 8,22 5,7-dihidroksi-3,8-dimetoksifalvon ali 5,6-dihidroksi-
3,7-dimetoksiflavon 
12 13,20 (ni identificirana) 
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Spojine v razpredelnici spadajo med fenolne spojine. Komponente, ki pripada 
kromatografskemu vrhu številka 11 in ima retencijski čas okoli 8,20, nismo uspeli določiti, 
prav tako nam ni uspelo identificirati komponente, ki pripada kromatografskemu vrhu 
številka 12 in ima retencijski čas okoli 13,20. Iz slike 10 pa lahko razberemo, da je v steblih 
zastopana v manjši količini kot v cvetovih in listih rastline. Komponente, ki ima 
kromatografski vrh številka 1, je količinsko največ v steblih, manj v listih in najmanj v 
cvetovih rastline, podobno je tudi pri komponenti s kromatografskim vrhom številka 2. 
Komponente 4 (1,5-dikafeoilkina kislina) je največ v listih, manj v cvetovih in steblih. 
Kvercetin-3-O-[p-kumaroil]-glukozida je več v cvetovih kot v listih in steblih. Komponente 
7-10 se pojavljajo v cvetovih, ne pa v listih in steblih rastline A. margaritacea.  
 
4. 2 PROTIMIKROBNA UČINKOVITOST ETANOLNIH IZVLEČKOV 
 
Protimikrobno učinkovitost smo ovrednotili z določanjem MIK in MBK.  
 
4. 2. 1 Določanje MIK 
 
S pomočjo spektroflurimetra smo določili, da je MIK etanolnega izvlečka cvetov in listov 
500 µg/mL, MIK etanolnega izvlečka stebel pa 1000 µg/mL. Rezultati so prikazani v 
preglednici 6.  
 
Preglednica 6: MIK etanolnih izvlečkov cvetov, listov in stebel rastline A. margaritacea. 
 
Mikroorganizem  MIK etanolnega izvlečka [µg/mL] 
 cvetovi listi stebla 
C. jejuni NCTC 11168 500 500 1000 
 
Na podlagi rezultatov lahko vidimo, da je MIK etanolnega izvlečka stebel enkrat višja od 
MIK etanolnega izvlečka cvetov in listov, za kar bi lahko bila odgovorna večja količina 
fenolnih spojin v cvetovih in listih kot v steblih rastline.  
 
4. 2. 2 Določanje MBK 
 
Po inkubaciji smo pogledali ploščo z nacepljeno kulturo in vizualno določili, da je MBK 
etanolnega izvlečka cvetov in listov 500 µg/mL, MBK etanolnega izvlečka stebel pa je  
1000 µg/mL, kar je prikazano v preglednici 7.  
 
Preglednica 7: MBK etanolnih izvlečkov cvetov, listov in stebel rastline A. margaritacea. 
 
Mikroorganizem  MBK etanolnega izvlečka [µg/mL] 
 cvetovi listi stebla 
C. jejuni NCTC 11168 500 500 1000 
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Slika 11: Rezultat določanja MBK. S. (stebla), L. (listi), C. (cvetovi), K+ (pozitivna kontrola), K- (negativna 
kontrola). 
 
Iz slike 11 vidimo, da je pri etanolnem izvlečku stebel potrebna koncentracija 1000 µg/mL, 
da dosežemo bakteriocidno delovanje (MBK je 1000 µg/mL). V primeru uporabe etanolnega 
izvlečka cvetov in listov pa je potrebna nižja koncentracija (MBK je 500 µg/mL). 
 
4. 3. TEST KOPIČENJA EtBr V CELICAH 
 
Glede na vnaprej določeno MIK smo pri testu kopičenja EtBr v celicah dodali nižje 
koncentracije rastlinskih inhibitorjev, in sicer smo preverjali vpliv na membranske izlivne 
črpalke pri ½ MIK in ¼ MIK. Uporabljene koncentracije so prikazane v preglednici 8. 
 
Želeli smo preveriti vpliv različne sub-inhibitorne koncentracije rastlinskih izvlečkov iz   
različnih rastlinskih delov na membranske izlivne črpalke. Sklepali smo, da se v steblih 
nahaja manj snovi, ki bi lahko zavirale delovanje črpalk kot v cvetovih in listih rastline  
A. margaritacea. Že pri določanju MIK in MBK smo pri steblih potrebovali višjo 
koncentracijo etanolnega izvlečka. Pri testu kopičenja EtBr v celicah pa opazimo, da etanolni 
izvleček cvetov in listov bolj inhibirata delovanje membranskih izlivnih črpalk pri nižji 
koncentraciji kot etanolni izvleček stebel pri enkrat višji koncentraciji.  
 
Preglednica 8: MIK etanolnih izvlečkov in sub-inhibitorne koncentracije, ki smo jih uporabili za test kopičenja 
EtBr v celicah. 
 
Mikroorganizem  MIK etanolnega izvlečka [µg/mL] 
 cvetovi listi stebla 
C. jejuni NCTC 11168 500 500 1000 
 Koncentracija rastlinskega inhibitorja pri testu 
kopičenja EtBr [µg/mL] 
C. jejuni NCTC 11168  ½ MIK 250 250 500 
C. jejuni NCTC 11168  ¼ MIK 125 125   250 
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Slika 12:  Kopičenje EtBr v celicah seva C. jejuni NCTC 11168. Primerjava pozitivne kontrole (inokulum brez 
dodanega rastlinskega inhibitorja, K+) in učinka rastlinskih izvlečkov v koncentraciji ½ in ¼ MIK. Negativna 
kontrola (fosfatni pufer PBS, K-). 
 
Na sliki 12 je prikazan vpliv rastlinskih inhibitorjev na membranske izlivne črpalke seva  
C. jejuni NCTC 11168. Normalno delujoče, aktivne membranske izlivne črpalke črpajo EtBr 
iz celic. Pri poskusu smo želeli z etanolnimi izvlečki različnih rastlinskih delov (cvetov, 
listov in stebel) zaustaviti oz. zmanjšati delovanje izlivnih črpalk. Posledica tega je kopičenje 
EtBr znotraj celice, količino nakopičenega EtBr v celici pa smo spremljali in ovrednotili z 
merjenjem fluorescence.  
 
Iz slike 12 lahko razberemo, da ima etanolni izvleček stebel v enkrat višji sub-inhibitorni 
koncentraciji (500 in 250 µg/mL) manjši vpliv na delovanje membranskih izlivnih črpalk 
kot etanolni izvleček cvetov in listov v koncentraciji 250 in 125 µg/mL. Presenetljivo nizko 
je kopičenje EtBr v celicah ob dodatku etanolnega izvlečka cvetov v koncentraciji ½ MIK 
(250 µg/mL). Glede na boljši vpliv na izlivne črpalke pri uporabljeni nižji koncentraciji  
¼ MIK (125 µg/mL) sklepamo, da koncentracija 250 µg/mL že delno zavira rast celic.  
 
Poleg zgoraj omenjenega pojava ima največji vpliv na delovanje membranskih izlivnih 
črpalk etanolni izvleček listov v koncentraciji ½ MIK (250 µg/mL), kot tudi ¼ MIK  
(125 µg/mL). V primerjavi s pozitivno kontrolo povzroči dvakrat višje kopičenje EtBr v 
celicah.  
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5 RAZPRAVA 
 
Kot je navedeno v diplomski nalogi, obstajajo trije najpomembnejši mehanizmi odpornosti 
bakterij vrste Campylobacter, in sicer: (1) sinteza encimov, ki spremenijo ali uničijo 
antibiotik, (2) sprememba ali varovanje ciljnega mesta delovanja antibiotika in (3) aktivno 
izčrpavanje antibiotikov iz celic preko izlivnih črpalk (Lin in sod., 2005a).  
 
Glede na to, da so se sposobne rastline v naravi s sintezo najrazličnejših snovi obraniti pred 
mikrobnim okužbam in mehanskim poškodbami, so komponente rastlinskih izvlečkov 
zanimive za uporabo tudi v boju proti različnim mikroorganizmom, ki so lahko potencialno 
nevarni ali škodljivi za človeka. Rastlinske izvlečke lahko teoretično, in v nekaterih primerih 
tudi praktično, uporabljamo kot naravne konzervanse v živilih ali pa poskušamo z njimi 
vplivati na mehanizme odpornosti, ki so jih razvili mikroorganizmi in s tem povečati 
občutljivost nevarnih ali škodljivih bakterij nanje.  
 
Hassan in sod. (2014) so preverjali protimikrobni učinek medicinskih rastlin na severu 
Ontarie, Kanada, med katerimi je bila tudi rastlina A. margaritacea. Tudi oni so ločeno 
testirali protimikrobni učinek etanolnega izvlečka cvetov in listov. V raziskavi so določili 
MIK in MBK etanolnega izvlečka cvetov in listov pri Gram negativnih bakterijah vrste 
Escherichia coli nad 5000 µg/mL ter MIK in MBK etanolnega izvlečka cvetov in listov pri 
Gram negativnih bakterijah vrste Aeromonas caviae 2500 µg/mL. Če rezultate te raziskave 
primerjamo z našimi, vidimo, da tako inhibitorno kot tudi bakteriocidno delovanje pri Gram 
negativnem bakterijskem sevu C. jejuni NCTC 11168 dosežemo z nižjimi koncentracijami 
etanolnih izvlečkov cvetov in listov, saj smo določili MIK in MBK etanolnega izvlečka 
cvetov in listov 500 µg/mL. V svoji raziskavi pa so Hassan in sod. (2014) dosegli najnižjo 
MIK etanolnega izvlečka cvetov pri Gram pozitivnih bakterijah vrste Paenibacillus alvei, 
80 µg/mL. 
 
Mnoge raziskave določajo protimikrobno delovanje rastlinskih izvlečkov z metodo difuzije 
v agarju, zaradi česar so rezultati težje primerljivi z našimi. Pri tej metodi namreč rezultate 
podamo kot velikost inhibicijske cone. Tako na primer v raziskavi Borchardt in sod. (2008) 
poročajo o inhibiciji rasti Gram pozitivnih bakterij Staphylococcus aureus pri uporabi 
rastlinskega izvlečka listov rastline A. margaritacea, z inhibicijsko cono velikosti 18 mm. 
Izvleček listov v primerjavi z drugimi rastlinami kaže zelo dobro učinkovitost. Za kontrolo 
so uporabili antibiotik kloramfenikol in dosegli inhibicijsko cono velikosti 27 mm. Kot 
aktivne komponente rastline, ki so imele protimikrobno učinkovitost, so predhodne kemijske 
raziskave odkrile flavonoide (Wollenweber in sod., 1993), diterpene in hidroksilaktone 
(Ahmed in sod., 2004). 
 
V raziskavi so Fiamegos in sod. (2011) s poskusom dokazali, da 4,5-dikafeoilkina kislina 
(4,5-DCQA) poveča kopičenje berberina v celicah pri Gram pozitivnih bakterijah. Spojino 
smo identificirali tudi v etanolnih izvlečkih rastline A. margaritacea in obstaja možnost, da 
le-ta sama ali v kombinaciji s katero drugo spojino deluje tudi na membranske izlivne 
črpalke bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168. Zato bi bilo v nadaljevanju potrebno 
pripraviti frakcije ali izolirati čiste spojine in preveriti ali omenjena spojina res vpliva na 
delovanje membranskih izlivnih črpalk seva C. jejuni NCTC 11168.  
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V naši raziskavi identificirane spojine 7-10 (tilirozid, kvercetin, apigenin in 4''-acetil 
tilirozid) se pojavljajo v cvetovih, ne pa v listih in steblih, zaradi česar predvidevamo, da  
le-te nimajo posebnega protimikrobnega vpliva. Lahko pa bi pomembno vlogo pri inhibiciji 
membranskih izlivnih črpalk igrala spojina s kromatografskim vrhom številka 4  
(1,5-dikafeoilkina kislina), ki ima retencijski čas 4,48, saj je v največji količini zastopana v 
listih in v podobnih količinah v cvetovih in steblih, kar ustreza rezultatom, ki smo jih dobili 
pri testu aktivnosti membranskih izlivnih črpalk. 
 
Glede na dobljene rezultate eksperimentalnega dela (MIK, MBK in kopičenje EtBr v celicah 
bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168) lahko potrdimo hipotezo, ki smo jo postavili na 
začetku diplomskega dela. Iz rezultatov namreč vidimo, da ima etanolni izvleček cvetov in 
listov boljše protimikrobno delovanje, kot etanolni izvleček stebel. Mogoče bi lahko različno 
učinkovitost izvlečkov povezali tudi s količino in vrsto posameznih fenolnih spojin, ki se 
nahajajo v različnih delih rastline. V tem primeru bi morali v nadaljevanju pripraviti različne 
frakcije ali izolirati čiste spojine in preveriti samostojno ali sinergistično protimikrobno 
delovanje spojin, ki smo jih identificirali v etanolnih izvlečkih rastline A. margaritacea.  
 
Poudariti je potrebno, da so bili eksperimenti v okviru te diplomske naloge izvedeni brez 
dodatnih ponovitev. Za boljšo verodostojnost rezultatov bi bilo v nadaljevanju potrebno 
narediti vsaj dve ali tri ponovitve analiz.   
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6 SKLEPI 
 
- V začetku smo postavili hipotezo, da cvetovi in listi rastline vsebujejo širši 
spekter in večjo količino fenolnih spojin ter imajo posledično etanolni izvlečki 
cvetov in listov boljši protimikrobni učinek ali vpliv na membranske izlivne 
črpalke seva C. jejuni NCTC 11168, kot etanolni izvleček stebel.  
V eksperimentalnem delu smo ves čas primerjali učinek etanolnih izvlečkov 
različnih rastlinskih delov med sabo in hipotezo potrdili. 
 
- Rezultati so pokazali, da ima etanolni izvleček cvetov in listov boljše 
protimikrobno delovanje, kot etanolni izvleček stebel. MIK in MBK etanolnega 
izvlečka cvetov in listov je bila 500 µg/mL, MIK in MBK etanolnega izvlečka 
stebel pa 1000 µg/mL.  
 
- Z eksperimentom smo dokazali tudi boljši vpliv etanolnega izvlečka cvetov v 
koncentraciji ¼ MIK (125 µg/mL) in stebel v koncentraciji ½ in ¼ MIK  
(250 µg/mL in 125 µg/mL) na membranske izlivne črpalke, kot etanolnega 
izvlečka stebel v koncentraciji ½ in ¼ MIK (500 µg/mL in 250 µg/mL). Pri 
koncentraciji ½ MIK (250 µg/mL) etanolnega izvlečka cvetov sklepamo, da 
uporabljena sub-inhibitorna koncentracija že zavira rast bakterijskega seva  
C. jejuni NCTC 11168.   
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7 POVZETEK 
 
Glede na prilagoditve bakterij, bodisi zaradi upravičene ali neupravičene prekomerne 
uporabe antibiotikov, se učinkovitost le-teh zmanjšuje, mikroorganizmi pa se bodo po vsej 
verjetnosti stalno prilagajali novim protimikrobnim snovem. Veliko težavo predstavljajo 
tudi bakterijske okužbe, ki jih povzroča vrsta C. jejuni. Evropski center za nadzor in 
preprečevanje bolezni ter Evropska agencija za zdravila poročata, da v Evropi zaradi infekcij 
na antibiotike odpornih bakterij letno zboli okoli 400.000 ljudi, od katerih je kar 25.000 
smrtnih žrtev. Zaradi pridobivanja odpornosti na antibiotike smo v diplomskem delu želeli 
preveriti protimikrobno delovanje rastlinskih izvlečkov cvetov, listov in stebel rastline  
A. margaritacea na bakterijski sev C. jejuni NCTC 11168. Najprej smo v sodelovanju z 
Inštitutom za farmacevtske vede na oddelku za farmakognozijo, Univerze v Gradcu 
pripravili etanolne izvlečke cvetov, listov in stebel rastline A. margaritacea in v njih z 
UHPLC-PDA-ESI-MS analizo določili prisotnost različnih fenolnih spojin. Potem smo s 
poskusom določili MIK in MBK etanolnih izvlečkov. Predvidevali smo, da cvetovi in listi 
rastline vsebujejo širši spekter in večjo količino fenolnih spojin in bo posledično 
protimikrobno delovanje etanolnega izvlečka cvetov in listov boljše od etanolnega izvlečka 
stebel. To hipotezo smo s poskusi tudi uspeli potrditi. MIK in MBK etanolnega izvlečka 
cvetov in listov je bila 500 µg/mL, MIK in MBK etanolnega izvlečka stebel pa 1000 µg/mL. 
Glede na dobljene rezultate smo preverili še vpliv etanolnih izvlečkov na membranske 
izlivne črpalke seva C. jejuni NCTC 11168, pri čemer smo uporabili sub-inhibitorne 
koncentracije ½ in ¼ MIK. Tudi tu se je naša hipoteza o učinkovitosti etanolnih izvlečkov 
različnih delov rastline izkazala za pravilno. Rezultati so pokazali boljši vpliv etanolnega 
izvlečka cvetov v koncentraciji ¼ MIK (125 µg/mL) in stebel v koncentraciji ½ in ¼ MIK 
(250 µg/mL in 125 µg/mL) na membranske izlivne črpalke kot etanolnega izvlečka stebel v 
koncentraciji ½ in ¼ MIK (500 µg/mL in 250 µg/mL). Pri koncentraciji ½ MIK (250 µg/mL) 
etanolnega izvlečka cvetov sklepamo, da uporabljena sub-inhibitorna koncentracija že zavira 
rast bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168. Iz rezultatov razberemo, da najbolj učinkovit, 
etanolni izvleček listov v koncentraciji ½ MIK (250 µg/mL), v primerjavi s pozitivno 
kontrolo povzroči dvakrat višje kopičenje EtBr v celicah.   
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